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CRC: kolorektální karcinom 
TNM: tumour, node, metastasis 
SNP: single nucleotide polymorphism 
DNA: deoxyribonukleová kyselina 
FAP: familiární adenomatózní polypóza 
APC: adenomatous polyposis coli 
GAPPS: gastric adenocarcinoma and proximal polyposis of the stomach 
DCC: deleted in colorectal carcinoma 
CIN: chromosomal instability 
MSI: microsatelite instability 
LOH: loss of heterozygozity 
RNA: ribonukleotidová kyselina 
IL: interleukin 
5-ASA: 5-aminosalicylová kyselina 
COX: cyklooxygenáza 
PG: prostaglandin 
BCL: B-cell lymphoma 
Apaf-1: apoptotic protease activating factor-1 
DR: death receptor 
DD: death domain 
DL: death ligand 
DISC: death-inducing signaling komplex 
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FADD: Fass Associated Death Domain 
FLICE: prokaspáza-8 
c-FLIP: cellular FLICE inhibitory proteins 
ATP: adenosin trifosfát 
NF-κβ: nukleární faktor κβ 
PKC: protein kináza C 
LST: laterally spreading type tumor 




















1. Literární přehled současné problematiky 
 
1.1. Kolorektální karcinom 
Kolorektální karcinom (CRC) je v současné době třetím nejčastějším karcinomem celosvětově, 
incidence v roce 2012 činila 1,36 milionu. Mortalita na toto onemocnění zůstává vysoká: v roce 
2012 byla 694 000 (1).  
Česká Republika se dlouhodobě řadí ke státům s nejvyšším výskytem tohoto onemocnění. 
Incidence CRC v České Republice v roce 2014 čítala 79 na 100 000 obyvatel; přes veškerou 
snahu a pokroky moderní medicíny dosahovala mortalita na tuto malignitu 38 na 100 000 
obyvatel (2). 
Nejdůležitějším prognostickým faktorem pro 5-leté přežití pacienta v souvislosti s nádorem je 
stadium, ve kterém je onemocnění diagnostikováno. V případě, že je pacientovi zjištěn 
lokalizovaný kolorektální karcinom, pak je předpokládáno 5-leté přežití v 90 %. Pokud je 
karcinom diagnostikován v lokálně pokročilém stádiu, pak je 5-leté přežití 69 %. V případě, že 
je onemocnění diagnostikováno ve stádiu s přítomností vzdálených metastáz, pak je 5-leté 
přežití 12 % (3). 
Ke stagingu kolorektálního karcinomu je v současné době nejčastěji používána TNM 
klasifikace (Tabulka 1.1.1.; 4), která je základem pro navržení optimální terapie pacienta. 
Etiopatogeneze sporadického kolorektálního karcinomu je multifaktoriální a díky extenzivnímu 
výzkumu již bylo identifikováno mnoho rizikových faktorů. Mezi nepochybné rizikové faktory 
patří: mužské pohlaví, věk (5), idiopatické střevní záněty (6), „západní styl stravy“, související 
s vysokým příjmem červeného a „předpřipraveného“ masa (7, 8), nedostatečným příjmem 
vlákniny (9), zvýšenou konzumací alkoholu (zejména piva), kouřením (10), diabetes mellitus 
2. typu (11), obezitou (12) a (nejen) s ní související alterací střevního mikrobiomu (13).    
Je známo, že u 25-35 % kolorektálních karcinomů existuje familiární komponenta (14-16), byť 
„klasické“ hereditární syndromy, zahrnující především familiární adenomatózní polypózu a 
hereditární nepolypózní kolorektální karcinom (Lynchův syndrom), jsou zodpovědné pouze za 
méně než 5 % karcinomů tlustého střeva (17). Vysvětlením alespoň části dalších familiárně se 
vyskytujících kolorektálních karcinomů je přítomnost polymorfismů v jednotlivých 
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nukleotidech („single nucleotide polymorphisms“; „SNPs“), které se asociují s kolorektálním 
karcinomem (18); Kapitola 1.2. 
Většina kolorektálních karcinomů vzniká sporadicky (19), většina z nich pak na podkladě 
kolorektálních adenomů (5, 20); Kapitola 1.3. 
Zhruba 15 % sporadických kolorektálních adenomů se vyvíjí z pilovitých neoplázií, kdy 
typickou lokalizací je proximální část tračníku a častější výskyt těchto typů nádoru je pozorován 
u žen (21). 
Při vývoji kolorektálního adenomu a posléze karcinomu hraje velmi důležitou roli úroveň 
proliferace, diferenciace a apoptózy buněk (22). Regulace / dysregulace těchto dějů je složitá a 
je intenzivně zkoumána v posledních letech nejen s cílem objasnit patogenezi kolorektálního 
karcinomu, ale především s cílem moci terapeuticky intervenovat a ovlivnit tak prognózu 
nemocného. 
Míra mitózy a apoptózy je ovlivňována mnoha faktory; Kapitola 1.5. a 1.6., mimo jiné střevními 
mikrobioty, jejichž složení je u pacienta s kolorektální neoplázií odlišné od jedince bez 
kolorektální neoplázie (23, 24). Střevní mikrobiota svojí metabolickou aktivitou produkují 
mastné kyseliny s krátkým řetězcem, především z fermentovatelné vlákniny.   Právě tyto mastné 
kyseliny (především butyrát) zásadním způsobem ovlivňují míru proliferace a apoptózy 












Tabulka 1.1.1. Převzato ze Sobin et al. (4) 
Stádium T N M 
Stádium 0 Tis N0 M0 
Stádium I T1, T2 N0 M0 
Stádium IIa T3 N0 M0 
Stádium IIb T4a N0 M0 
Stádium IIc T4b N0 M0 
Stádium IIIa 
 
T1, T2 N1 M0 




T3, T4a N1 M0 
T2,T3 N2a M0 




T4a N2a M0 
T3, T4a N2b M0 
T4b N1, N2 M0 
Stádium IVa jakékoli T jakékoli N M1a 
Stádium IVb jakékoli T jakékoli N M1b 
 
 T = tumor (Tis = karcinom in situ, T1 = tumor omezen na submukózu, T2 = tumor 
postihuje lamina muscularis propria, T3 = tumor dosahující serózu nebo se šíří do 
perikolické či perirektální tkáně, T4a = tumor postihuje viscerální peritoneum, T4b = 
tumor přímo postihuje jiné orgány či struktury) 
 N = regionální lymfatické uzliny (N0 = bez postižení, N1a = 1 regionální uzlina, N1b 
= 2–3 regionální uzliny, N1c = satelity (ložiska nádoru) v subseróze či 
neperitonealizované perikolické / perirektální měkké tkáni bez postižení regionálních 
uzlin, N2a = 4–6 regionálních lymfatických uzlin, N2b = 7 a více regionálních 
lymfatických uzlin, Nx = nezjištěné množství postižených uzlin – vyšetřeno méně než 
12 lymfatických uzlin z resekátu střeva) 
 M = vzdálené metastázy (M0 = bez vzdálených metastáz, M1a = 1 orgán, M1b = více 
než 1 orgán nebo peritoneum)    
7 
 
1.2. Hereditární syndromy a familiární formy kolorektálního 
karcinomu 
 
Kolorektální karcinom vzniká „sporadicky“ zhruba v 70 % případů (5), podrobně Kapitola 1.3. 
Na vzniku ostatních karcinomů v kolorektu se v menší části podílejí dobře definované 
hereditární syndromy: Lynchův syndrom (hereditární nepolypózní karcinom tlustého střeva), 
familiární adenomatózní polypóza, a hamartomatózní polypózní syndromy (25). Za další 
familiární formy kolorektálního karcinomu jsou zodpovědny polymorfismy jednotlivých 
nukleotidů (SNP´s: single nucleotide polymorphisms), Graf 1.2.1. Tyto chromozomální 
aberace jsou přítomné již ve stádiu kolorektálního adenomu (26). Polymorfismy mohou být 
použity v praxi jako biomarkery, například k predikci odpovědi na neoadjuvantní 





Graf 1.2.1. Sporadické a familiární formy kolorektálního karcinomu; převzato z National 




1.2.1. Lynchův syndrom 
Lynchův syndrom je nejčastější příčinou hereditárního kolorektálního karcinomu. Je asociován 
s mnoha typy karcinomů, nejčastěji však karcinomem žaludku a endometria (29). Prvním, kdo 
pozoroval kumulovaný výskyt nádorů mezi příbuznými a kdo toto poprvé popsal, byl patolog 
na Univerzitě v Michiganu, Warthin, v roce 1895 (30). Lynchův syndrom je způsoben mutací 
v jednom nebo více tzv. DNA mismatch repair genů (geny zajišťující systém oprav náhodných 
chyb vzniklých při standardní DNA replikaci), rezultující v mikrosatelitní nestabilitu (alteraci 
délky opakujících se tandemů v mikrosatelitních oblastech). Mezi čtyři klíčové mismatch repair 
geny asociované s Lynchovým syndromem jsou řazeny MLH1, MSH2, MSH6, a PMS2 (29).   
Kolorektální karcinom se v případě Lynchova syndromu typicky vyskytuje v proximální části 
tračníku a nevyrůstá na rozdíl od familiární adenomatózní polypózy z polypů (31, 32). Výskyt 
karcinomů je pozorován v časném dospělém věku života, fenotyp pacienta však závisí na 
mutaci / mutacích DNA mismatch repair genů (29). 
K diagnostice Lynchova syndromu slouží klinická „Amsterdamská kritéria“ publikovaná 
v roce 1991 (33), revidovaná v roce 1999 (34). Po zjištění důležitosti testovaní mikrosatelitní 
nestability byla v roce 1996 vydána Bethesda doporučení (35), která byla v roce 2004 
revidována s cílem zpřesnit selekci pacientů při suspekci na Lynchův syndrom a správně 
analyzovat kolorektální karcinom pomocí molekulárních metod (36). 
 
1.2.2. Familiární adenomatózní polypóza 
Familiární adenomatózní polypóza (FAP) je autozomálně dominantně dědičné onemocnění. 
Klasická forma nemoci je charakterizovaná přítomností stovek až tisíc adenomů v tlustém 
střevě (Obrázek 1.2.1, 1.2.2.), které se objevují od adolescentního věku a dávají vznik 
kolorektálnímu karcinomu. Průměrný věk, kdy bývá kolorektální karcinom u neléčeného 
pacienta diagnostikován, je 39 let (37). Atenuovaná forma familiární adenomatózní polypózy 
se vyznačuje menším množstvím (˂ 100) a pozdnějším vznikem a vývojem adenomatózních 
polypů, a také nižším rizikem vzniku kolorektálního karcinomu, který bývá častěji proximálně 
lokalizovaný. Mezi další neoplázie asociované s familiární adenomatózní polypózou patří 
duodenální adenomy a karcinomy, karcinom žaludku, pankreatu a štítné žlázy, hepatoblastom 
a meduloblastom (37-39). Z nemaligních onemocnění asociovaných s FAP, která jsou přesto 
9 
 
svým průběhem závažná, a jsou spojena s vysokou morbiditou a mortalitou (obzvláště při 
intraabdominální lokalizaci), je nutné jmenovat desmoidní léze (40).  
Příčinou onemocnění je mutace v APC (adenomatous polyposis coli) genu lokalizovaném na 
chromozomu 5q. Většina pacientů má v rodinné anamnéze výskyt kolorektálního karcinomu, u 
25-30 % nemocných se však polypóza / kolorektální karcinom manifestuje „de novo“ (38). 
Vzhledem k frekventnímu výskytu fundic cystic gland polypů žaludku u familiární 
adenomatózní polypózy je nutné vždy vyloučit GAPPS (gastric adenocarcinoma and proximal 
polyposis of the stomach), jehož genetickou podstatou je bodová mutace / bodové mutace 
v oblasti promotoru 1B APC genu (41, 42).   
Stěžejní pro familiární adenomatózní polypózu je správná diagnostika (v trávicím traktu 
pomocí endoskopických metod), a správně načasovaná a provedená léčba chirurgická při 
zohlednění věku a fertilního období postižených jedinců (39, 43, 44). 
 
1.2.3. Hamartomatózní polypózní syndromy 
Mezi hamartomatózní polypózní syndromy patří Peutzův Jeghersův syndrom (Obrázek 1.2.3., 
1.2.4.), autozomálně dominantně dědičné onemocnění, způsobené mutací v genu pro serin 
threonin kinázu. Důsledkem je častý výskyt kolorektálního karcinomu, karcinomu žaludku, 
tenkého střeva, pankreatu, prsu, plic, gynekologických karcinomů a nádorů testikulárních (45).          
V současné době je v rámci správného managementu pacienta s Peutzovým Jeghersovým 
syndromem cílem jednak vyhnout se komplikacím spojeným s hamartomy – tzn. intususcepci, 
obstrukci a krvácení a dále detekovat časné stádium karcinomu (nejen karcinomu trávicího 
traktu). K prvnímu slouží v současné době pokročilé endoskopické techniky včetně 
dvojbalónové enteroskopie s polypektomií; k dosažení druhého cíle slouží správná surveillance 
pacienta s Peutzovým Jeghersovým syndrom za použití endoskopických, zobrazovacích a 





























1.3. Vývoj sporadického kolorektálního karcinomu 
Sporadický kolorektální karcinom se ve většině případů vyvíjí přes sekvenci kolorektální 
adenom - karcinom. V roce 1990 byl Fearonem a Vogelsteinem představen model kolorektální 
karcinogeneze, který předpokládá přítomnost mnohočetných na sebe navazujících genetických 
změn. Jako první nastává obvykle inaktivace APC (adenomatous polyposis coli) tumor 
supresorového genu, která je ve stadiu nepokročilého adenomu následována aktivací mutace 
KRAS onkogenu. Na úrovni pokročilého kolorektálního adenomu pak dochází k dalším 
mutacím včetně mutace v p53 genu (48, 49); Obrázek 1.3.1. Pokročilý kolorektální adenom je 
definován jako neoplázie velikosti ˃10 mm a/nebo obsahující vilózní komponentu a/nebo 
přítomnost vysokého stupně dysplázie (24).   
Mutace v APC genu (na 5q chromozomu) je nejčasněji pozorovanou mutací v kolorektální 
karcinogenezi (50) a je přítomna již i ve fokusech aberantních krypt (51). Je detekována u 30-
70 % sporadických kolorektálních adenomů a u 72 % sporadických karcinomů (49, 52). 
Produktem APC genu je protein, který reguluje vývoj, diferenciaci, migraci, apoptózu a 
adhezivitu buněk. Významnou funkcí proteinu APC genu je jeho interakce s glykogen syntázou 
kinázou-3β a β-kateninem, esenciálními komponentami Wnt signální dráhy; inaktivace APC 
genu vede k aktivaci Wnt signální dráhy cestou zvýšení cytoplazmatických hodnot β-kateninu, 
což má za následek jeho translokaci do jádra buňky a spuštění transkripce genů účastnících se 
růstu a invaze nádoru (53, 54). 
Mutace KRAS onkogenu (na 12. chromozomu) je přítomna u 30-50 % kolorektálních 
karcinomů (49), a studie Santini et al. prokázala, že detekce KRAS mutace je v primárním i 
metastatickém nádoru pacientů s CRC konkordantní (55). Aktivovaný RAS zasahuje do 
regulace mnohočetných buněčných dějů prostřednictvím různých efektorů: ovlivňuje růst, 
proliferaci a přežívání buněk. Do apoptózy zasahuje inaktivací vícečetných pro-apoptotických 
proteinů (49). 
Tumor-supresorový gen p53, „strážce genomu“, je lokalizován na krátkém raménku 17. 
chromozomu. Jeho funkce spočívá v regulaci a kontrole transkripce stovek genů účastnících se 
diferenciace, motility, migrace, apoptózy a senescence buněk. Ovlivňuje i angiogenezu a 
imunitní odpověď (49, 56, 57). Alterace funkce p53 byla popsána u 4-26 % adenomů, 50 % 
adenomů s invazivními rysy a v 50-75 % adenokarcinomů (58). 
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Ztráta alely na chromozomu 18q byla identifikována v 70 % kolorektálních karcinomů, typicky 
v jejich pokročilých stádiích. Zprvu se myslelo, že gen „Deleted in Colorectal Carcinoma“ 
(DCC) kóduje tumor supresorový gen, avšak pravým produktem DCC genu je receptor pro 
neuronální protein a mutace DCC genu jsou nalézány v lidském kolorektálním karcinomu 
vzácně (49).  
V patogeneze kolorektálního karcinomu je dále přítomna tzv. genomická nestabilita, která je 
vyjádřena buď chromozomální nestabilitou (CIN; chromosomal instability), mikrosatelitní 
nestabilitou (MSI, microsatelite instability) nebo přítomností aktivace dráhy metylátorového 
fenotypu (49). Chromozomální nestabilita je pozorována u 70 % sporadických kolorektálních 
karcinomů a vyjadřuje přítomnost akcelerovaných ztrát nebo obdržení velkých částí nebo 
dokonce celých chromozomů, což rezultuje ve značnou intercelulární karyotypickou variabilitu 
(59). Důsledkem chromozomální nestability je přítomnost aneuploidie a ztráta heterozygozity 
(LOH, loss of heterozygozity). Přítomnost mikrosatelitní nestability je dána mutacemi v DNA 
mismatch repair genech (49). Třetí typ genomické instability spočívá v aberantní metylaci 
promotorových oblastí tzv. CpG ostrůvků, což je asociováno s inaktivací tumor supresorových 
genů v neoplázii (60). 
Střevní mikrobiota hrají významnou roli v etiopatogenezi sporadického kolorektálního 
karcinomu. Přímým důkazem je přítomnost mutagenních a genotoxických substancí 
bakteriálního původu ve stolici člověka (61-63). 
Bakterie jsou schopny navodit nebo se účastnit karcinogeneze více mechanismy: mohou se 
spoluúčastnit vzniku chronického tlustostřevního zánětu, v jehož terénu karcinom vzniká 
snadněji; mohou se účastnit vzniku adenomů, aniž by navodily zánět (64-67); třetím 
mechanismem je navození karcinogeneze bakteriemi za určitých podmínek – např. infekcí 
Helicobacter hepaticus za přítomnosti dalších druhů střevních bakterií (68). Dalším 
mechanismem je aktivace prokarcinogenů nebo produkce toxinů, karcinogenů a mutagenů 
(např. fekapentaenů nebo volných kyslíkových radikálů) (69). Intestinální mikrobiota jsou 
schopny navozením změny pH aktivovat nežádoucí enzymatické procesy v tlustém střevě 
(např. aktivace β-glukuronidázy vede k nežádoucí nadprodukci genotoxických a 
karcinogenních sekundárních žlučových kyselin) (70-72). 
Vzhledem k obtížím při kultivaci nebyl doposud identifikován vzorec mikroorganismů, který 
by se vyskytoval u pacientů s kolorektálním karcinomem. Metodami detekce bakteriální 16S 
RNA bylo zjištěno, že u pacientů s kolorektálním karcinomem jsou přímo v tumorózní tkáni 
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(na rozdíl od nádorem nepostižené sliznice) více zastoupeny Bacteroides a méně Firmicutes, 
dále byly v tumorózní tkáni detegovány ve větším množství Coriobacteridae a naopak 
podstatně méně Enterobacteriaceae. Je známo, že patogenní bakterie Citrobacter nebo 
Salmonella nejsou v tlustém střevě zdravých jedinců přítomny vůbec nebo jsou zastoupeny 
velmi málo; tyto mikroorganismy jsou však detekovány v nádorem nepostižené sliznici 
pacientů s kolorektálním karcinomem a také ve sliznici pacientů s kolorektálním adenomem. 
Spoluúčast bakterií z čeledi Enterobacteriaceae na vývoji kolorektálního karcinomu je pak 
vysvětlována navozením asymptomatické, ale chronické zánětlivé odpovědi v tlustostřevní 
sliznici, a také produkcí genotoxinů, které zasahují DNA (což vede k akumulaci mutací, které 
charakterizují sekvenci adenom-karcinom). Analogická situace je pozorována i u bakterie 
Helicobacter pylori během procesu karcinogeneze v žaludku (73-81).   
V mnoha studiích byl zkoumán vliv jednotlivých bakterií na vývoj kolorektálního karcinomu. 
S tímto nádorem jsou spojovány především druhy Bacteroides (82, 83), v poslední době pak 
zvláště Bacteroides fragilis, který u pacientů s kolorektálním karcinomem na rozdíl od kontrol 
produkuje metaloproteinázu (84). U pacientů s kolorektálním karcinomem (a zvýšeným 
zastoupením bakterií rodu Bacteroides) byla také potvrzena infiltrace nádorových vzorků, ale i 
lamina propria zdravé mukózy buňkami produkujícími interleukin-17 (IL-17). Dále je 
s kolorektálním karcinomem spojován rod Prevotella (85), Clostridium (především lecitinasa 
negativní, které přeměňují primární žlučové kyseliny na sekundární) (86), některé rody 
Lactobacillus (87) a Streptococcus bovis (indukuje tvorbu hyperproliferativních aberantních 
kolonických krypt, zvyšuje expresi proliferačních markerů a zvyšuje produkci IL-8 
tlustostřevní sliznicí) (61, 88). Infekce Clostridium septicum je vzácná, ale v 81 % je spojená 
s latentní malignitou, ve 34 % s kolorektálním karcinomem (89). Ve studii Marchesi et al. 
nebyly pomocí metody detekce 16S rRNA u pacientů s kolorektálním karcinomem nalezeny 
téměř žádné sekvence bakteriální RNA Streptococcus bovis a Clostridium septicum (90). Lze 
však předpokládat, že takoví oportunističtí patogeni jsou přítomni především v adenomatózní 
tkání a účastní se vzniku karcinomu; v samotné nádorové tkáni již pak přítomni být nemusí 
(91). Nežádoucí bakterií je také Enterococcus faecalis, protože produkuje kyslíkové radikály. 
Ve studii na myších byla potvrzena asociace bakterií Helicobacter hepaticus a Citrobacter 
rodentium  s vývojem kolorektálního karcinomu (92, 93). U pacientů s kolorektálním 
karcinomem je také předpokládáno vyšší zastoupení intraepiteliálních Escherichia coli (94). 
Bakterie z čeledi Enterobacteriaceae včetně Escherichia coli produkují bakteriociny – koliciny 
a mikrociny. Tyto působky se díky svým vlastnostem podílejí na vzniku a vývoji kolorektální 
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neoplázie (24, 95-98). Naopak za protektivní bakterie můžeme považovat některé druhy 
Lactobacillus (L. acidophillus), Bifidobacterium (B. longum) (99, 100)  a Eubacterium 
aerofaciens (101) či  Eubacterium lentum – syntetizuje 21-dehydroxylázu, která konvertuje 
karcinogenní žlučový tetrahydrodeoxykortikosteron na nekarcinogenní pregnanolon (pacienti 
s kolorektálním karcinomem mají fekální aktivitu tohoto enzymu sníženou až o 99 % ve 
srovnání se zdravými osobami) (102).  
V kolorektální karcinogenezi hraje významnou roli rodina S100 proteinů. Jejich cílovými 
proteiny jsou například NF-κB, p53 and β-catenin (103, 104). Zvláštní roli v oblasti 
kolorektální karcinogeneze má S100A4 protein (metastatin-1, calvasculin), který hraje 
významnou úlohu ve zprostředkování metastatického procesu. S100A4 se stal ale i 
biomarkerem, sloužícím k identifikaci pacientů, u kterých jsou metastázy již přítomny nebo u 
kterých je riziko vývoje metachronních metastáz vysoké (105, 106). S100A6 protein má 
podobné uplatnění jako S100A4: spoluzodpovídá za progresi karcinomu a jeho metastazování. 
Komatsu et al. ve své studii prokázali, že pozitivita protilátek proti S100A6 byla přítomná v 5 
% vzorků zdravé sliznice, 46 % kolorektálních adenomů, 55 % adenokarcinomů kolorekta a 
100 % metastatických buněk v játrech (107). Zdá se, že v blízké budoucnosti by se některé 
z S100 proteinů mohly stát terapeutickým cílem a ovlivnění jejich exprese by tak mohlo být 
součástí komplexní antitumorózní léčby pacientů s kolorektálním karcinomem (103). 
Krevně skupinové antigeny jsou glykokonjugáty přítomné na povrchu epiteliálních buněk 
tlustého střeva. Antigeny A, B, 0 (H), Lewis (b) jsou u dospělého člověka normálně 
exprimovány v proximální části tlustého střeva, avšak při procesu karcinogeneze může dojít 
k jejich expresi u distálních karcinomů tlustého střeva nebo naopak ztrátě jejich exprese u 
proximálních karcinomů tlustého střeva. Obdobné alterace lze pozorovat (byť ve snížené 
frekvenci) i u adenomózních polypů (108, 109).  Krevně skupinové antigeny tak mohou sloužit 
jako biomarker maligní transformace (110). 
Zvláštní roli během karcinogeneze sporadického kolorektálního karcinomu hraje gen COX-2. 
Jsou známé dvě izoformy COX enzymů: COX-1, který je konstitutivní, přítomný fyziologicky 
v mnoha tkáních, mimo jiné reguluje průtok ledvinami a zajišťuje integritu sliznic (111). 
Naproti tomu COX-2 enzym, produkt COX-2 genu, je inducibilní. COX-2 gen časně odpovídá 
na neoplastické a zánětlivé stimuly (včetně cytokinů, růstových faktorů či mitogenů) a uplatňuje 
se při vývoji karcinomu (112, 113). COX-2 izoenzym katalyzuje přeměnu kyseliny 
arachidonové v prostaglandin PGH2, který je prekurzorem prostaglandinu PGE2. PGE2 je 
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důležitým mediátorem zánětlivých a karcinogenních procesů (114-116). Zvýšená exprese 




Obrázek 1.3.1. Mnohastupňový genetický model kolorektální karcinogeneze 
V úvodu kolorektální karcinogeneze dochází ke vzniku fokusů aberantních krypt. V tomto 
stádiu může dojít v důsledku mutace APC (adenomatous polyposis coli) genu k aktivaci Wnt 
signální dráhy. K progresi neoplázie je potřebná aktivace mutace KRAS protoonkogenu, 
mutace v genu p53 a ztráta heterozygozity na chromozomu 18q. Chromozomální nestabilitu lze 
identifikovat u benigních adenomů a její incidence narůstá s progresí neoplázie. 
Z části převzato z Pino et al. (49); obrázky z archivu II. interní gastroenterologické kliniky 




1.4. Fyziologie kolorektální sliznice 
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Kolorektální sliznice je tvořena jednovrstevně uspořádanými, rychle se dělícími a obnovujícími 
cylindrickými buňkami. Základní funkcí kolorektální sliznice je absorpce vody a iontů. Sliznice 
kolorekta rovněž zajišťuje úzký kontakt a možnost interakce s buňkami imunitního systému 
(118, 119).  
Plocha tlustého střeva je mnohonásobně zvětšena uspořádáním buněk sliznice tlustého střeva 
do Lieberkühnových krypt. Z výzkumu na zvířatech vyplývá fakt, že počet těchto krypt se od 
narození do dospělosti mnohonásobně zvyšuje (120). Na dně každé z krypt je přítomno 4-6 
kmenových buněk, které dávají vznik novým kolorektálním epiteliálním buňkám (118). 
K úplné výměně všech cylindrických epiteliálních buněk v tlustém střevě člověka dochází 
v intervalu 3-5 dní (119); za den je vyprodukováno 3-10 bilionů buněk sliznice tlustého střeva, 
což činí sliznici kolorekta nejrychleji proliferujícím orgánem savců (118, 121). Proto produkce 
epiteliálních buněk, jejich diferenciace, migrace a apoptóza musejí být velmi důsledně 
regulovány (119). Současně je pochopitelné, že při takovéto enormní obnově kolorektálních 














1.5. Mitóza a mitotická aktivita buněk v kolorektu 
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Jednotlivé buňky sliznice tlustého střeva se dělí pomocí mitózy, podobně jako ostatní somatické 
buňky. Buněčný cyklus se skládá se čtyř fází: G1 fáze (růst buňky, množení organel, syntéza 
enzymů), S fáze (replikace chromozomů jako příprava na rozdělení buňky), G2 fáze (další růst 
a příprava buňky na samotnou mitózu; zahrnuju biosyntézu především mikrotubulů), M fáze 
(distribuce replikovaných chromozomů do dvou jader, což je následováno cytokinezou – 
oddělením jader, organel, cytoplazmy a buněčných membrán do dvou buněk). G1, S a G2 fáze 
se souhrnně nazývají interfází.   
Samotná M fáze se dělí do 5 fází: profáze (kondenzace chromatinu), prometafáze (vazba 
chromozomů na mikrotubuly), metafáze (kondenzované chromozomy jsou „seřazeny“ 
uprostřed dělící se buňky), anafáze (separace chromozomů a oddálení k protějším pólům 
buňky) a telofáze (relaxace chromozomů) (123-125), Obrázek 1.5.1.  
Deregulovaná a nekontrolovaná proliferace / mitóza je typická pro proces vzniku a vývoje 
sporadického kolorektálního karcinomu (CRC), a to cestou klasického adenomu, ale i sesilního 
pilovitého adenomu (126, 127). Leiszter et al. prokázali, že na rozdíl od zdravé sliznice 
kolorekta dospělého jedince bez CRC je v bioptických vzorcích odebraných z kolorektálního 
karcinomu proliferace zvýšená a apoptóza snížená, což je podobné výsledkům získaným 
z biopsií v kolorektu v dětské populaci. Mimo jiné i pro tuto skutečnost lze označit věk za 
nezávislý rizikový faktor vzniku sporadického CRC (126).  
Je zřejmé, že mitózu během karcinogeneze v kolorektu ovlivňují různé mechanismy: Jaiswal a 
Narayan ve své studii dokumentovali, že zinek stabilizuje APC (adenomatous polyposis coli) 
protein a navozuje tak zastavení buněčného cyklu buněk kolorektálního karcinomu v G2/M fázi 
(128). APC gen/protein přitom hraje klíčovou roli v oblasti regulace uspořádání mikrotubulů a 
aktinu a je zásadním regulátorem mitotického cytoskeletonu (129). Koelink et al. 
dokumentovali, že preparáty 5-aminosalicylové kyseliny (5-ASA) interferují s buněčným 
cyklem ve třech rovinách: navozují zastavení buněčného cyklu v S fázi a G2/M fázi (což je 
závislé na dávce a koncentraci 5-ASA); indukují apoptózu prodlouženým zastavením 
buněčného cyklu (což lze navodit opakovaným podáním 5-ASA) a vedou k abnormálnímu 
uspořádání mitotického (dělícího) vřeténka, což má za následek „mitotickou katastrofu“, jednu 
z forem buněčné smrti. Proto jsou preparáty 5-ASA, používané v léčbě idiopatických střevních 
zánětů, považovány zároveň za léčiva, která snižují riziko vzniku kolorektálního karcinomu u 
těchto pacientů (130).  
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Intestinální mikrobiota se účastní vzniku sporadického kolorektálního karcinomu, mimo jiné i 
ovlivněním mitózy: například Enterococcus faecalis indukuje aneuploidii a tetraploidii 
v buňkách sliznice tlustého střeva vede k zastavení buněčného cyklu v G2 fázi (131).  
V současné době jsou známé studie potvrzující možnost prevence a úspěšné terapie 
kolorektálního karcinomu na podkladě ovlivnění mitózy a jejích jednotlivých složek: Yao et al. 
se zabývali proliferací aberantních intestinálních kmenových buněk, ke které dochází inaktivací 
APC genu. K mitóze těchto aberantních kmenových buněk je nutná přítomnost „Tacc3“ 
proteinu, nezbytného pro funkci dělícího se vřeténka. Inaktivací tohoto „Tacc3“ proteinu došlo 
při pokusech in vitro, následně ale i v podmínkách in vivo k signifikantnímu snížení počtu 
nádorů a prodloužení přežití (132).  V onkologické terapii kolorektálního karcinomu běžně 
užívané léčivo 5-fluorouracil působí výrazně antimitoticky, a to především tak, že pozastavuje 
cyklus v G(2)/M fázi (133).  
 
 
Obrázek 1.5.1.  
Elektronová mikroskopie. Mitóza. Zeleně znázorněny mikrotubuly, modře chromozomy. 
Převzato z Rieder et al. (125).  
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1.6. Apoptóza a apoptotická aktivita 
Apoptóza, „programovaná sebevražda buňky“, je regulována velmi složitými mechanismy, při 
jejichž dysbalanci dojde k absenci eliminace nepotřebných a/nebo škodlivých buňek. 
Důsledkem je narušení homeostázy jednotlivých orgánů i celého organismu. V případě absence 
apoptózy, základního obranného mechanismu, dochází k aberantní proliferaci buněk, 
akumulaci genetických defektů, což nevyhnutelně vede ke karcinogenezi, a také k v praxi 
důležité rezistenci nádorových buněk vůči onkologickým modalitám terapie (134). Apoptóza 
se zásadně liší od neprogramované buněčné smrti, nekrózy (Kapitola 1.6.1.). Programovaná 
smrt buňky je regulována třemi základními mechanismy: BCL-2 rodinou (Kapitola 1.6.2.), 
inhibitory proteinů apoptózy (Kapitola 1.6.3.) a FLICE (prokaspasu-8 inhibujícími proteiny). 
Apoptóza může být indukována buď signály pocházejícími ze samotné buňky (Kapitola 1.6.4.), 
nebo signály vzniklými mimo buňku (Kapitola 1.6.5.). Apoptózu ovlivňují mnohočetné 
mechanismy včetně přirozených induktorů (Kapitola 1.6.6.), mezi které se řadí především 
butyrát (Kapitola 1.6.7.). Naopak žlučové kyseliny působí především antiapoptoticky (Kapitola 
1.6.8.). Stěžejní roli v samotné realizaci apoptózy mají kaspázy, které jsou produkované ve 
formě inaktivních zymogenů, prokaspáz. Následně podléhají proteolytické přeměně, čímž 
dochází k jejich aktivaci (135-137).  
 
1.6.1. Základní mechanismus apoptózy 
Pojem „programovaná smrt buňky“ poprvé použili Lockshin s Williamsem v roce 1964. Ve své 
práci popsali vymizení intersegmentálních svalů při vývoji nočního motýla v případě, že nebyl 
dodán juvenilní hormon. Dobře definovali situaci, ke které nedošlo náhodně, ale kdy přesná 
sekvence několika kroků v sebedestrukci rezultovala (138 Lockshin). Lockshin s Williamsem 
pokračovali v zevrubném studiu programované smrti buňky a záhy tento děj podrobně popsali 
ve svých čtyřech dalších pracích (139-142). 
Samotný termín „apoptóza“ byl pak poprvé použit Kerrem, Wylliem a Curriem v roce 1972. 
Kerr byl stážistou ve Skotsku (působil na University of Queensland Medical School v Brisbane, 
Austrálii) a přesný popis apoptózy vznikl za jeho působení v Department of Pathology, 
University of Aberdeen. Autoři správně definovali apoptózu jako děj komplementární k mitóze, 
mající však roli opačnou. Dále předpokládali, že jde o naprogramovaný fenomén, který může 
být iniciován nebo inhibován mnoha faktory prostředí, ať už fyziologickými nebo 
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patologickými. Autoři popsali apoptózu jako dvoufázový děj: v prvním kroku dochází ke 
smrsknutí buňky, kondenzaci jádra a cytoplazmy a „rozpadnutí“ se buňky v ultrastrukturálně 
velmi dobře zachované, membránou ohraničené fragmenty. V druhém kroku dochází k 
„likvidaci“ těchto apoptotických tělísek okolními buňkami, v nichž jsou tělíska promptně 
degradována lysozomálním systémem. Autoři se dále zabývali faktem, že apoptotické děje jsou 
přítomny v mnoha zdravých tkáních dospělého jedince, programovaná smrt buňky je ale 
zodpovědná i za eliminaci buněk během normálního embryonálního vývoje.  
Dále Kerr s kolegy pozoroval přítomnost apoptózy v neléčených maligních neopláziích a 
vyjádřil možnost spoluúčasti apoptózy v terapeuticky indukovaných regresích tumorů (143). 
Ve srovnání s apoptózou, při níž nedochází díky fagocytóze apoptotických tělísek ohraničených 
membránou ke vzniku zánětlivé reakce, je nekróza dějem naprosto odlišným: pro nekrózu jako 
typ buněčné smrti je typický otok buňky a jednotlivých organel, časné narušené buněčné 
membrány, lýza buňky (a jejího jádra), což nevyhnutelně vede k úniku cytozolu do 
extracelulárního prostoru a ke vzniku zánětlivé reakce (144-146), Obrázek 1.6.1.  
 
 
Obrázek 1.6.1. Základní rozdíly mezi apoptózou a nekrózou (146) 
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1.6.2. BCL-2 rodina  
BCL-2  rodina se skládá ze třech strukturálně a funkčně rozdílných podskupin: anti-apoptoticky 
působících (BCL-2, aj.), pro-apoptotických proteinů více domén (Bax, BAK, aj.) a BH3-pouze 
pro-apoptotických proteinů (PUMA, aj.) (147). Interakce mezi jednotlivými členy BCL-2 
rodiny, které jsou velmi komplexní, rozhodují o tom, zda finálně dojde k apoptóze buňky (148).  
Název BCL-2 je odvozen od B-buněčného lymfomu 2 (B-cell lymphoma 2). Právě u 
folikulárního lymfomu byla popsána translokace mezi 14. a 18. chromozomem t(14;18), která 
indukuje nadměrnou expresi anti-apoptoticky působícího BCL-2 (147). Deregulovaná exprese 
BCL-2 byla identifikována i u dalších typů hematologických malignit včetně chronické 
lymfatické leukémie (149), ale i a u mnoha solidních nádorů včetně kolorektálního karcinomu 
(150).  
BCL-2 je obzvlášť významným anti-apoptotickým regulátorem (151). Nádorové buňky 
s vysokou expresí BCL-2 jsou rezistentní k apoptóze, což snižuje jejich senzitivitu 
k onkologickým terapeutickým modalitám a hraje významnou roli i při vzniku mnohočetné 













1.6.3. Inhibitory proteinů apoptózy 
Inhibitory proteinů apoptózy („IAPs“) se vyznačují anti-apoptotickými vlastnostmi a uplatňují 
se při mitochondriální, vnitřní (Kapitola 1.6.4.), i receptor-dependentní, extracelulární 
apoptotické kaskádě (Kapitola 1.6.5.). Doposud bylo rozpoznáno 8 členů rodiny inhibitorů 
proteinů apoptózy (154, 155).  
Nejmenším z rodiny IAPs je survivin; ten se stal díky své selektivní expresi v tumorózních 
buňkách ideálním tumorózním markerem a vzhledem ke své významné anti-apoptotické roli 
terapeutickým cílem (153-157). Survivin inhibuje kaspázu 3 a kaspázu 7, účastní se regulace 
buněčného cyklu především v G2 a M fázi, ovlivňuje chemorezistenci a angiogenezi (156, 158-
161). Konturek et al. vyšetřovali u pacientů s distálním kolorektálním karcinomem vliv 
inhibitoru cyklooxygenázy-2 (celekoxibu) na expresi více markerů, kromě jiného i survivinu. 
Po 14-denní léčbě celekoxibem došlo ke statisticky významnému snížení exprese survivinu 
v nádorové tkáni, a zdravé sliznici vzdálené 10 cm od nádoru (162).  
Práce norských autorů zkoumala význam imunohistochemických biomarkerů lidské telomerázy 
reverzní transkriptázy a survivinu v otázce predikce vývoje metachronního kolorektálního 
karcinomu u pacientů s diagnostikovaným sporadickým kolorektálním adenomem: studie 
prokázala, že oba zkoumané biomarkery jsou nezávislými prediktory vývoje metachronního 












1.6.4. Apoptóza navozená intracelulárně 
Vnitřní apoptotická cesta je aktivována různými mechanismy, ke kterým je řazena deprivace 
růstových faktorů, nedostatek nutrientů, hypoxie, oxidační stres, poškození DNA, nadbytek 
kalciových iontů, aj. Tato mitochondriální cesta je přísně kontrolována BCL-2 rodinou, která 
působí stimulaci rodiny proteinů BH3, což vede k aktivaci proapoptotických efektorů Bax a 
BAK. Aktivace Bax a BAK rezultuje v narušení mitochondriální membrány a uvolnění 
cytochromu C do cytosolu. Cytochrom C indukuje formaci apoptozomového komplexu, který 
se skládá z kaspázy 9 a tzv. Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1). Aktivovaná kaspáza 
9 se poté stává mediátorem aktivace efektorových kaspáz 3, 6, 7, a tak je finálně 
realizována apoptóza. Kaspáza 9 dále pozitivní zpětnou vazbou aktivuje kaspázu 6 a tím 
dochází dále k aktivaci kaspázy 8 a 10 (153, 164), Obrázek 1.6.2. 
 
 





1.6.5. Apoptóza navozená extracelulárně 
K aktivaci zevní, receptor dependentní, apoptotické kaskády dochází stimulací členů rodiny 
„receptorů smrti“ (death receptor, DR). Doposud bylo rozpoznáno šest členů DR rodiny. 
Všechny členové DR rodiny mají cytoplazmatickou doménu, která se nazývá doménou smrti 
(death domain, DD). Po vazbě ligandu smrti (death ligand, DL) na receptor smrti dochází 
k formaci tzv. DISC komplexu (death-inducing signaling complex). 
DISC komplex obsahuje: 1) oligomerizované receptory; 2) doménu smrti (DD) spojenou 
s adaptující molekulou – FADD (Fass Associated Death Domain); 3) prokaspázu-8 (FLICE); 
4) prokaspázu-10; 5) buněčné inhibitory FLICE (c-FLIP, cellular FLICE-inhibitory proteins, 
které mohou inhibovat prokaspázu-8 v případě aktivace DISC komplexu). Důsledkem formace 
DISC komplexu je aktivace prokaspázy-8 a prokaspázy-10, což iniciuje apoptotickou kasádu 
(164, 165), Obrázek 1.6.3.  
 
 
Obrázek 1.6.3. Schéma vnější apoptotické kaskády: převzato z Lavrik et al. (165) 
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1.6.6. Přirozené induktory apoptózy 
Apoptóza je u CRC buněk s mutací ve WNT/beta-katenin dráze (která je přítomna u většiny 
sporadických CRC) indukována inhibitory histon deacetylázy. Známým inhibitorem histon 
deacetylázy je butyrát, který vzniká fermentací vlákniny působením intestinálních mikrobiot 
v tlustém střevě. Míra navozené apoptózy je však v zápětí snižována „aktivací záchranných 
drah“, k čemuž dochází na podkladě efektu mitogenů secernovaných z apoptotických buněk. 
Tyto mitogeny stimulují proliferaci přežívajících buněk v jakékoliv apoptotické populaci (166-
168). 
Mezi supresory apoptózou indukované proliferace patří propolis, produkt včely medonosné. 
Propolis zvyšuje apoptózu (znásobuje butyrátem indukovanou apoptózu) supresí dvou 
záchranných signálních drah: AKT a JAK/STAT (166, 169).       
Další důležitou záchrannou signální dráhou je ERK dráha; tu je možné inhibovat kofeinem. 
Právě kombinace propolisu + kofeinu a butyrátu + propolisu + kofeinu vedla k indukci 
nejvyšších hodnot apoptózy u HCT-R (chemorezistentních buněk kolorektálního karcinomu) 
in vitro (166).  
HCT-116, chemosenzitivní buňky kolorektálního karcinomu a LT97, buňky odvozené 
z kolorektálního adenomu, jsou na rozdíl od HCT-R buněk citlivější k butyrátem navozené 
apoptóze in vitro. Nejvyšších hodnot apoptózy bylo proto u buněk HCT-116 a LT97 dosaženo 
použitím kombinace butyrátu + propolisu, butyrátu + kofeinu a butyrátu + propolisu a kofeinu 
(166). 
 
1.6.7. Význam butyrátu v regulaci apoptózy 
Vláknina je definována jako část rostlin nebo jejich extraktů, která je rezistentní k trávení a 
absorpci v tenkém střevě a k její částečné nebo kompletní fermentaci dochází v tlustém střevě 
působením intestinálních mikrobiot (170). Vláknina zahrnuje polysacharidy (škrob, celulóza, 
hemicelulóza, pektin), oligosacharidy a ligniny (171). Hlavním produktem fermentace vlákniny 
jsou mastné kyseliny s krátkým řetězcem: acetát, propionát a butyrát. Právě butyrát je hlavním 
zdrojem energie pro buňky normální sliznice tlustého střeva (172, 173). Vzhledem k rozdílné 
koncentraci butyrátu při bazi krypt a v lumen střeva je jeho efekt na jednotlivé buňky sliznice 
tlustého střeva různý: nízké koncentrace butyrátu, přítomné při bazi krypt, jsou ihned 
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metabolizovány v mitochondriích, podléhají beta-oxidaci za vzniku acetyl-koenzymu A, který 
vstupuje do Krebsova cyklu (citrátový cyklus, cyklus trikarboxylových kyselin), a jehož 
výsledkem je vznik ATP (adenosin trifosfátu). Za těchto okolností dochází k proliferaci buněk 
a zároveň nízké akumulaci butyrátu v jádru buňky (171, 173). Vyšší koncentrace butyrátu, které 
jsou přítomné v lumen tlustého střeva, výrazně převyšují metabolickou kapacitu kolorektální 
epitelové buňky. Nemetabolizovaný butyrát vstupuje do jádra buňky sliznice tlustého střeva a 
funguje jako inhibitor histon deacetylázy, což má za následek inhibici proliferace buňky a 
navození apoptózy (171). Právě butyrát byl prvním identifikovaným inhibitorem histon 
deacetylázy (174).  
Zcela jinak je tomu u buněk kolorektálního karcinomu: ty podléhají tzv. Warburgovu efektu - 
jejich preferovaných zdrojem energie je glukóza (ne butyrát), jejíž vychytávání se zvyšuje více 
než 10-krát, a energii tak nádorové buňky čerpají při aerobní glykolýze. Důsledkem je nižší 
spotřeba butyrátu a jeho snazší akumulace v jádrech buněk kolorektálního karcinomu, kde se 
uplatňuje jako inhibitor histon deacetylázy, čímž dochází k indukci apoptózy s navozením 
tumor-supresorového efektu (171, 175).  
Butyrát má rovněž protizánětlivý efekt, kdy kromě regulace transkripce genů pro cytokiny 
(např. pro interferon gama, tumor nekrotizující faktor alfa) inhibuje aktivaci nukleárního 
faktoru NF-κβ, který se podílí jak na rozvoji zánětu, tak ale i na karcinogenezi (171, 176, 177).  
Ve studii Tanga et al. byly buňky lidského kolorektálního karcinomu vystaveny in vitro 
působení butyrátu a propionátu v koncentracích 1-3 mM. Tyto koncentrace nevedly k navození 
apoptózy, nýbrž indukovaly autofágii. Proces autofágie umožňuje/zvyšuje přežití buněk jednak 
„recyklací“ organel buňky, což vede k zabezpečení energetického metabolismu buňky, jednak 
likvidací agregátů bílkovin a poškozených organel, čímž snižuje cytotoxický stres buňky. Právě 
výsledky této studie by mohly vysvětlit, proč některé klinické studie s mastnými kyselinami 
s krátkým řetězcem neprokázaly jednoznačně jejich antitumorózní aktivitu. Je ale nutné dále 
zkoumat, zda k těmto dějům dochází i v in vivo podmínkách a zda autofágii mohou podlehnout 
i netransformované lidské epiteliální buňky tlustého střeva. Pokud by tomu tak bylo, pak by 
terapeutická intervence inhibitorem autofagie měla vést ke zvýšení efektivity suprese vývoje 




1.6.8. Efekt žlučových kyselin na apoptózu buněk sliznice 
tlustého střeva 
Žlučové kyseliny byly označeny za karcinogeny již v roce 1939 (179 Ajouz). Zvýšený přívod 
tuků ve stravě vede ke zvýšeným koncentracím sekundárních žlučových kyselin ve stolici a 
zvýšenému riziku kolorektálního karcinomu (180). Sekundární žlučové kyseliny, lithocholová 
a deoxycholová, vznikají z primárních žlučových kyselin, cholové a chenodeoxycholové 
působením intestinálních mikrobiot v tlustém střevě. Karcinogenní efekt žlučových kyselin 
spočívá především v jejich aktivaci protein kinázy C, PKC (181, 182). PKC je rodina více 
izoenzymů, které hrají mimo jiné roli v kontrole buněčné proliferace, diferenciace a apoptózy. 
PKC-α a PKC-β11 působí ve většině buněk anti-apoptoticky, naopak PKC-δ má funkci 
proapoptotickou (181, 183). Práce McMillana et al. potvrdila, že kyselina ursodeoxycholová 
(řazená k sekundárním žlučovým kyselinám) vedla k aktivaci izoenzymu PKC-α, tedy působí 
anti-apoptoticky. Naproti tomu butyrát vede k aktivaci izoenzymu PKC-δ a působí tak 
proapoptoticky (181). Kromě anti-apoptotického vlivu mají žlučové kyseliny další 
prokarcinogenní vlivy v oblasti tlustého střeva: indukují vznik reaktivních kyslíkových 
















2. Cíle práce 
 
• Zavést metodiku a vyšetřit míru mitózy a apoptózy buněk sliznice tlustého střeva u 
pacientů s nepokročilým a pokročilým kolorektálním adenomem, kolorektálním 
karcinomem a u osob s normálním nálezem při koloskopickém vyšetření (s negativní 
osobní anamnézou kolorektální neoplázie a/nebo idiopatického střevního zánětu).  
• Stanovit, zda míra mitózy a apoptózy v oblasti kolorektální patologie závisí na 
histologickém profilu patologie. 
• Určit, zda je úroveň mitózy a apoptózy epiteliálních buněk zdravé sliznice u pacientů 
s nálezem kolorektální patologie odlišná ve srovnání s mitózou a apoptózou sliznice 
kolorekta jedinců z kontrolní skupiny. 
• Stanovit, zda má lokalizace kolorektální patologie vliv na míru mitózy a apoptózy 
epiteliálních buněk v oblasti patologie.   
• Predikovat, zda může mít ovlivnění apoptózy při progresi kolorektálního adenomu 
















3. Stanovení míry mitotické a apoptotické aktivity epiteliálních buněk 
sliznice tlustého střeva u pacientů s kolorektálními neopláziemi 
 
Deregulace mitotické a apoptotické aktivity v oblasti kolorektální karcinogeneze není již 
v současnosti zpochybňovaná. Doposud však není ve světové literatuře k dispozici informace 
o tom, jak a jak signifikantně je mitóza a apoptóza změněna v jednotlivých stádiích sporadické 
kolorektální neoplázie. Lze předpokládat, že byť jsou mitotické a apoptotické děje v prostředí 
kolorekta ovlivňované a řízené mnoha faktory, mohla by intervence do těchto dějů v určité fázi 
vývoje kolorektálního adenomu v karcinom vést k zamezení progrese procesu, což by mělo 
nepochybně významně příznivé dopady v klinické medicíně.  
 
3.1.  Metodika 
Ke stanovení míry mitózy a apoptózy epiteliálních buněk sliznice kolorekta byly kromě 
kontrolní skupiny (Obr. 3.1.1.-3.1.4.) vybrány 3 skupiny pacientů: nemocní s nepokročilým 
kolorektálním adenomem (non-advanced adenoma, non-a-A) (Obr. 3.1.5.-3.1.6.), osoby 
s pokročilým kolorektálním adenomem (advanced adenoma, a-A) (Obr. 3.1.7.-3.1.8.) a 
pacienti s kolorektálním karcinomem, CRC (Obr. 3.1.9.-3.1.12.).  
Pokročilý kolorektální adenom je definován jako neoplázie velikosti ˃ 10 mm a/nebo obsahující 
vilózní komponentu a/nebo přítomnost vysokého stupně dysplázie (3 Kohoutova 2014 – ref jiz 
uvedena v kapitole 1.3.).   
Mitotická a apoptotická aktivita byla vyšetřena u 17 jedinců s normálním koloskopickým 
nálezem a negativní osobní anamnézou kolorektální neoplázie a/nebo idiopatického střevního 
zánětu (6 mužů, 11 žen, ve věku 25-75, průměr 55±14), 18 pacientů s nepokročilým 
kolorektálním adenomem (13 mužů, 5 žen, ve věku 41-84 let, průměr 66±12), 13 pacientů s 
pokročilým kolorektálním adenomem (10 mužů, 3 ženy, ve věku 58-79 let, průměr 67±7) a 13 
pacientů s kolorektálním karcinomem (5 mužů, 8 žen, ve věku 50-87 let, průměr 66±10).  
V úvodu diagnostické a/nebo terapeutické koloskopie podepsal každý jedinec souhlas 
informovaného s vyšetřením apoptózy z bioptického materiálu (Příloha 1). 
Nebolestivý bioptický odběr tkáně kolorekta byl realizován v průběhu endoskopie na 
endoskopickém pracovišti II. interní gastroenterologické kliniky Lékařské fakulty UK a 
Fakultní nemocnice Hradec Králové. Vždy byla bioptována přítomná kolorektální patologie, 
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jejíž histologie byla kontrolována po odečtení histopatologem. Dále byla bioptována 
makroskopicky normální sliznice vzdálená 10 cm od místa patologie. U zdravých jedinců 
s normálním nálezem v kolorektu byla biopsie zdravé sliznice provedena v oblasti rekta (po 
vyloučení orálněji lokalizované neoplázie). Obvykle byl materiál získán bioptickými klíšťkami 
(Obr. 3.1.13.), nebo odkrojením malé části kolorektální neoplázie odstraňované v případě 
přisedlé léze endoskopickou mukózní resekcí (Obr. 3.1.14.-3.1.15.), v případě stopkaté 
neoplázie polypektomicky (Obr. 3.1.16.). Získané vzorky byly ihned vloženy do zkumavky 
s 10% formalinem, fixovány a odeslány na Fakultu vojenského zdravotnictví UO v Hradci 
Králové. Zde byly vzorky odvodněny a zality do parafinu (Paramix, Holice, Česká Republika). 
Z každého vzorku byly odkrojeny 5 μm silné řezy (Microtome model SM2000 R, Leica, 
Heidelberg, Německo), následně obarveny hematoxylinem-eozinem (Merck, Kenilworth, NJ, 
USA) a hodnoceny za použití mikroskopu BX-51 (Olympus Optical Co., Tokyo, Japonsko).   
Vzhledem k charakteru kinetiky buněčné populace tlustého střeva byla v každém vzorku 
měřena apoptóza [apoptotický index (%) = počet apoptotických buněk × 100/celkové množství 
hodnocených buněk)]  a mitóza [mitotický index (%) = počet mitotických figur × 100/celkové 
množství hodnocených buněk)] ve třech různých kompartmentech: povrchový v přímém 
kontaktu s lumen tlustého střeva, horní části krypt a dolní části krypt (Obr. 3.1.17.). Za 
apoptotické buňky byly považovány buď jednotlivé apoptotické fragmenty velikosti 
odpovídající sousedním buňkám nebo shluk alespoň 3 malých apoptotických tělísek. V každém 
kompartmentu bylo hodnoceno nejméně 750 buněk.  
Apoptotická aktivita byla dále hodnocena pomocí imunohistochemických metod, konkrétně 
detekcí aktivované (štěpené) kaspázy-3, která je kritickým elementem regulujícím apoptotický 
proces. Byla použita králičí monoklonální protilátka (1:200; Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA) a standardní peroxidázová technika (184) na 5 μm silných řezech všech 
adenomů, karcinomů a náhodně vybraných kontrolních vzorků. Vzorky byly po 
imunohistochemickém značení dobarveny hematoxylinem (Obr. 3.1.18.). Původní snahou bylo 
zhodnotit apoptotickou aktivitu ve třech kompartmentech a vyjádřit ji pomocí apoptotického 
indexu (aktivovaná-kaspáza-3 [%] = počet aktivovaných-kaspáza-3 pozitivních buněk × 
100/celkové množství hodnocených buněk). Po obarvení se však ukázalo, že 
imunohistochemická detekce vykazuje vysokou úroveň falešné pozitivity v okrajových 
oblastech (Obr. 3.1.19.), proto byl s vynecháním falešně pozitivních oblastí hodnocen 
kompartment horní a dolní části krypt v dostatečně velkých vzorcích. Hodnoceno bylo nejméně 





Získané výsledky byly zpracovány pomocí statistického softwaru Statistica. Byly vypočteny 
základní popisné statistiky a provedeno porovnání jednotlivých souborů pomocí Mann-
Whitneyova testu.  
 
Etické kodexy: 
Projekt byl schválen Etickou komisí Fakultní nemocnice Hradec Králové. Při vlastním 
provádění studie a při vyhodnocení získaných výsledků byla zajištěna ochrana osobních údajů 
vyšetřených osob v souladu s Metodickým návodem Ministerstva zdravotnictví ČR 
(k zabezpečení a ochraně údajů v informačních systémech provozovaných ve zdravotnických 
zařízeních uveřejněný ve Věstníku MZČR, částka 6/1994 s odvoláním na ustanovení paragrafu 































































Endoskopický obraz: Pokročilý kolorektální adenom (v NBI zobrazení - narrow band 






























































Obr. 3.1.17.  
Barvení hematoxylinem-eozinem, originální zvětšení: 100x 
Kompartmenty pro hodnocení apoptózy: povrchový, v přímém kontaktu s lumen tlustého střeva 














Obr. 3.1.18.  
Imunohistochemická detekce aktivované-kaspázy-3 ve vzorcích dobarvených 
hematoxylinem; originální zvětšení: 600x 
Na obrázku jsou znázorněny aktivovaná-kaspáza-3 pozitivní buňky (šipka). Rovněž jsou zde 
patrny 2 shluky ≥ 3 apoptotických tělísek (v kruhu), jež by při hodnocení ve vzorcích barvených 
hematoxylinem-eozinem byly považovány za pozitivní, pozitivitu aktivované-kaspázy-3 
nicméně nevykazovaly. Apoptotická tělíska vykazovala pozitivitu pouze v případě, že v nich 
byla zachována cytoplazmatická hmota. Jestliže tělísko obsahovalo jen jaderný materiál, 






Obr. 3.1.19.  
Imunohistochemická detekce aktivované-kaspázy-3, dobarveno hematoxylinem; 
originální zvětšení: 200x 
Falešně pozitivní imunohistochemická detekce aktivované-kaspázy-3 v povrchovém 












Ve vzorcích kontrol byla pozorována mitotická aktivita pouze v dolní části krypt, kde byla 
doprovázena určitou úrovní apoptotické aktivity. V horní části krypt mitotická i apoptotická 
aktivita klesla k nulovým hodnotám (Obr. 3.2.1.). V superficiálním (povrchovém) 
kompartmentu byl přítomen nárůst apoptotické aktivity (Graf 3.2.1a., 3.2.1b.).  
Přeměna zdravé sliznice v nepokročilý adenom (non-a-A) byla spojena se signifikantním 
zvýšením apoptotické aktivity ve všech třech kompartmentech (Graf 3.2.2a., 3.2.3a., 3.2.4a.); 
p ˂ 0,05. Největší nárůst byl pozorován v horní části krypt. Statisticky významný nárůst 
mitotické aktivity byl při přeměně zdravé sliznice v nepokročilý adenom pozorován v dolní a 
horní části krypt (Graf 3.2.2.b, 3.2.3b.); p ˂ 0,05. 
Transformace nepokročilého v pokročilý adenom nevedla k dalšímu ovlivnění apoptotické 
aktivity (Graf 3.2.2a., 3.2.3a., 3.2.4a.), byla však spojena se signifikantním zvýšením mitotické 
aktivity v oblasti horní části krypt a v superficiálním kompartmentu (Graf 3.2.3b., 3.2.4b., 
Obr. 3.2.2.); p ˂ 0,05. 
Ve vzorcích odebraných z kolorektálního karcinomu byl při srovnání s pokročilým adenomem 
pozorován statisticky významný pokles apoptotické aktivity ve všech třech kompartmentech 
(Graf 3.2.2a., 3.2.3a., 3.2.4a.; Obr. 3.2.3.); p ˂ 0,05.  
Při porovnání mitotické a apoptotické aktivity v kontrolních vzorcích odebraných ze zdravé 
sliznice u pacientů s kolorektální neoplázií se vzorky zdravých kontrol nebyly nalezeny žádné 
statisticky významné rozdíly v žádném z kompartmentů; p ˃ 0,05.  
Apoptotická a mitotická aktivita byla porovnána s vlastními kontrolami odebranými ze zdravé 
tkáně v jednotlivých kompartmentech u pacientů s nepokročilým adenomem (Graf 3.2.5a., 
3.2.5b.), u pacientů s pokročilým adenomem (Graf 3.2.6a., 3.2.6b.) a u jedinců s kolorektálním 
karcinomem (Graf 3.2.7a., 3.2.7b). 
Další statistická analýza byla zaměřena na porovnání apoptotické a mitotické aktivity mezi 
neopláziemi lokalizovanými v pravé (cékum, c. ascendens a c. transversum) a levé části 
tračníku (c. descendens, c. sigmoideum a rektum) u jednotlivých kolorektálních neoplázií. 




Immunohistochemická detekce aktivované kaspázy-3 prokázala signifikantní nárůst 
apoptotické aktivity v horní části krypt během transformace zdravé sliznice v nepokročilý a v 
pokročilý adenom (p ˂ 0,05). Následně byl pozorován signifikantní pokles pozitivity 
aktivované kaspázy-3 ve vzorcích odebraných z kolorektálního karcinomu při srovnání se 
vzorky odebranými z nepokročilého adenomu a pokročilého adenomu v oblasti horní části 



























Obr. 3.2.1.  
Barvení hematoxylin-eozin, originální zvětšení 600x 















Barvení hematoxylin-eozin, originální zvětšení 600x 
Mitotická a apoptotická aktivita v horní části krypt pokročilého adenomu (šipka: mitotická 















Barvení hematoxylin-eozin, originální zvětšení 600x 
Mitotická a apoptotická aktivita v horní části krypt kolorektálního karcinomu (šipka: mitotická 











Graf 3.2.1a. Apoptóza v kontrolní skupině, vyjádřená jako apoptotický index [%] 
1: statisticky významný rozdíl proti dolní části krypt (p ˂ 0,05) 






Dolní část krypt vs. horní část krypt: p ˂ 0,001 
Dolní část krypt vs. superficiální kompartment: p ˂ 0,001 







Graf 3.2.1b. Mitóza v kontrolní skupině, vyjádřená jako mitotický index [%] 







Dolní část krypt vs. horní část krypt: p ˂ 0,001 
Dolní část krypt vs. superficiální kompartment: p ˂ 0,001 






Graf 3.2.2a. Apoptóza v oblasti dolní části krypt, vyjádřená jako apoptotický index [%]  
1: statisticky významný rozdíl proti kontrolní skupině (p ˂ 0,05) 
2: statisticky významný rozdíl proti nepokročilému adenomu (p ˂ 0,05) 




Kontroly vs. non-a-A: p ˂ 0,001 
Kontroly vs. a-A: p ˂ 0,001 
Kontroly vs. CRC:  p ˃ 0,05 
CRC vs. non-a-A: p = 0,026 




Graf 3.2.2b. Mitóza v oblasti dolní části krypt, vyjádřená jako mitotický index [%]  




Kontroly vs. non-a-A: p = 0,006 
Kontroly vs. a-A: p = p ˃ 0,05 
Kontroly vs. CRC: p = p ˃ 0,05 
CRC vs. non-a-A: p = p ˃ 0,05 







Graf 3.2.3a. Apoptóza v oblasti horní části krypt, vyjádřená jako apoptotický index [%]  
1: statisticky významný rozdíl proti kontrolní skupině (p ˂ 0,05) 
2: statisticky významný rozdíl proti nepokročilému adenomu (p ˂ 0,05) 




Kontroly vs. non-a-A: p ˂ 0,001 
Kontroly vs. a-A: p ˂ 0,001 
Kontroly vs. CRC: p ˂ 0,001 
CRC vs. non-a-A: p ˂ 0,001 
CRC vs. a-A: p ˂ 0,001 
Non-a-A vs. a-A: p ˃ 0,05 
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Graf 3.2.3b. Mitóza v oblasti horní části krypt, vyjádřená jako mitotický index [%]  
1: statisticky významný rozdíl proti kontrolní skupině (p ˂ 0,05) 




Kontroly vs. non-a-A: p ˂ 0,001 
Kontroly vs. a-A: p ˂ 0,001  
Kontroly vs. CRC: p ˂ 0,001  
CRC vs. non-a-A: p = p ˃ 0,05 
CRC vs. a-A: p = p ˃ 0,05 





Graf 3.2.4a. Apoptóza v povrchovém kopartmentu, vyjádřená jako apoptotický index [%] 
1: statisticky významný rozdíl proti kontrolní skupině (p ˂ 0,05) 
2: statisticky významný rozdíl proti nepokročilému adenomu (p ˂ 0,05) 





Kontroly vs. non-a-A: p ˂ 0,001 
Kontroly vs. a-A: p ˂ 0,001 
Kontroly vs. CRC: p ˂ 0,001 
CRC vs. non-a-A: p ˂ 0,001 




Graf 3.2.4b. Mitóza v povrchovém kopartmentu, vyjádřená jako mitotický index [%] 
1: statisticky významný rozdíl proti kontrolní skupině (p ˂ 0,05) 





Kontroly vs. non-a-A: p = p ˃ 0,05 
Kontroly vs. a-A: p ˂ 0,001 
Kontroly vs. CRC: p = 0,007 
CRC vs. non-a-A: p = p ˃ 0,05 
CRC vs. a-A: p = p ˃ 0,05 




Graf 3.2.5a. Apoptóza u nepokročilého adenomu (modrá barva) ve srovnání s kontrolami 
v příslušném kompartmentu (červená barva), vyjádřená jako apoptotický index [%] 







Dolní část krypt: p = 0,004 
Horní část krypt: p ˂ 0,001 





Graf 3.2.5b. Mitóza u nepokročilého adenomu (zelená barva) ve srovnání s kontrolami 
v příslušném kompartmentu (žlutá barva), vyjádřená jako mitotický index [%] 







Dolní část krypt: p ˃ 0,05 
Horní část krypt: p ˂ 0,001 





Graf 3.2.6a. Apoptóza u pokročilého adenomu (modrá barva) ve srovnání s kontrolami 
v příslušném kompartmentu (červená barva), vyjádřená jako apoptotický index [%] 







Dolní část krypt: p = 0,005 
Horní část krypt: p ˂ 0,001 





Graf 3.2.6b. Mitóza u pokročilého adenomu (zelená barva) ve srovnání s kontrolami 
v příslušném kompartmentu (žlutá barva), vyjádřená jako mitotický index [%] 






Dolní část krypt: p ˃ 0,05 
Horní část krypt: p ˂ 0,001 







Graf 3.2.7a. Apoptóza u kolorektálního karcinomu (modrá barva) ve srovnání s kontrolami 
v příslušném kompartmentu (červená barva), vyjádřená jako apoptotický index [%] 






Dolní část krypt: p ˃ 0,05 
Horní část krypt: p ˂ 0,001 






Graf 3.2.7b. Mitóza u kolorektálního karcinomu (zelená barva) ve srovnání s kontrolami 
v příslušném kompartmentu (žlutá barva), vyjádřená jako mitotický index [%] 







Dolní část krypt: p ˃ 0,05 
Horní část krypt: p ˂ 0,001 






Immunohistochemická detekce aktivovanou kaspázou-3 pozitivních buněk v oblasti horní části 
krypt. Výsledky jsou vyjádřeny jako medián a interkvartilové rozpětí (IQR) apoptotických 
indexů.  
Počet kompartmentů hodnocených v jednotlivých skupinách je uveden v závorce. 
 
1: statisticky významný rozdíl proti kontrolní skupině (p ˂ 0,05) 
2: statisticky významný rozdíl proti nepokročilému adenomu (p ˂ 0,05) 




Apoptotický index aktivovanou kaspázou-3 























Mitotické, proliferační a apoptotické děje epiteliálních kolorektálních buněk jsou fyziologickou 
součástí procesů odehrávajících se v tlustém střevě. Tyto děje jsou komplexně řízené a 
jakékoliv narušení rovnováhy může vést ke vzniku kolorektální patologie. Narušení míry 
mitotických a apoptotických dějů bylo detekováno u zánětlivých onemocnění tlustého střeva 
včetně idiopatických střevních zánětů (185, 186) a kolorektálních neoplázií (187-189). 
Naše práce se zabývala stanovením míry mitózy a apoptózy v kolorektální neoplázii a okolní 
zdravé sliznici. Alteraci proliferace a apoptózy u adenomů a karcinomů kolorekta zkoumali 
vědecké týmy již od 90. let 20. století (187-189), avšak doposud nebyla ve světové literatuře 
publikována studie, která by zabývala stanovením mitotické a apoptotické aktivity 
v jednotlivých sporadických kolorektálních neopláziích podle současně platné definice 
pokročilosti kolorektálního adenomu.  
Mitotické i apoptotické děje jsou i v případě kolorektálních neoplázií komplexně regulovány. 
Bylo dokumentováno, že se na regulaci apoptózy kolorektálních neoplázií kromě rodiny BCL-
2 proteinů (148) a anti-apoptoticky působících inhibitorů proteinů apoptózy včetně survivinu 
(154, 155) významně podílí i exprese BCL-3 proteinů, a to cestou inhibice aktivace apoptózy. 
Kofaktor BCL-3 nukleárního faktoru-κβ (NF-κβ) byl poprvé identifikován v případě 
translokace t(14;19) u chronické lymfatické leukémie, je však asociován s vývojem i dalších 
hematologických malignit a rovněž s vývojem solidních tumorů včetně kolorektálního 
karcinomu (190). Mezi expresí nukleárního BCL-3 a špatnou prognózou u nemocných s CRC 
existuje těsná korelace (191).  
Signální cesta NF-κβ má obzvláštní důležitost při vzniku a vývoji malignit: stimuluje přežívání 
a proliferaci buněk, podílí se na progresi tumoru, angiogenezi a metastazování (192, 193). 
Exprese BCL-3 urychluje růst CRC in vivo, a to cestou inhibice apoptózy díky indukci 
„záchranné“ AKT signální dráhy. Obdobné výsledky byly pozorovány i u linie buněk 
odvozených od adenomu. Publikace Urbanové et al. zdůrazňuje, že účinek BCL-3 je závislý na 
jeho vazbě na NF-κβ a pro kolorektální karcinogenezi je důležitý právě komplex BCL-3:NF-
κβ (190).  
Minemura et al. se zabývali expresí genů v kolorektálních laterally spreading type tumorech 
(LST), které jsou definované jako neoplázie ˃10 mm (194). Kromě jiných produktů genů byl 
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ve tkáni vyšetřovaných adenomů stanovován BCL2L1 protein; ten byl výrazně zvýšen u LST 
ve srovnání s pedunkulujícími kolorektálními adenomy velikosti ˃10 mm. Produkt genu pro 
BCL2L1 je rovněž řazen mezi anti-apoptotické proteiny (195). 
Vzhledem k fyziologicky odlišné míře proliferace a apoptózy cylindrických epiteliálních buněk 
v jednotlivých kompartmentech střevních krypt byla v naší studii mitotická a apoptotická 
aktivita epiteliálních buněk získaných z neoplázie a zdravé sliznice hodnocena ve třech různých 
kompartmentech a následně mezi jednotlivými patologiemi interkompartmentově porovnána. 
Naši studii považujeme za silnou mimo jiné proto, že v každém kompartmentu bylo po obarvení 
vzorků hematoxylinem eozinem hodnoceno celkem nejméně 750 buněk.  
Míra apoptózy byla dále kvantifikována pomocí imunohistochemických metod, konkrétně 
detekcí aktivované (štěpené) kaspázy 3. Překvapivá falešná pozitivita imunohistochemické 
detekce v okrajových oblastech mohla být zřejmě způsobena traumatizací bioptického vzorku 
při jeho odběru, což vedlo k rychlé aktivaci apoptotických signálních drah. Část vzorků 
(zejména menších rozměrů) nebylo možné hodnotit vůbec. U zbylé (hodnocené) části vzorků 
nebylo možné odečíst apoptotickou aktivitu v povrchovém kompartmentu a aktivitu při ústí 
krypt, hodnocen byl tedy kompartment horní a dolní části krypt. Za směrodatná považujeme 
data z oblasti horní části krypt, neboť pouze z tohoto kompartmentu byl získán dostatečný počet 
vzorků k následnému statistickému zpracování. 
Komplexnost a rovnováha proliferace a apoptózy epiteliálních buněk, zajišťující homeostázu 
v tlustém střevě i přes extrémní obrat cylindrických buněk sliznice tlustého střeva, je 
fascinující. Fyziologicky je přítomna mitotická aktivita pouze v dolní části krypt. V horní části 
krypt a v povrchovém kompartmentu je proliferační aktivita téměř nulová. I naše studie 
potvrdila, že mírná  apoptotická aktivita je fyziologicky přítomna ve vzorcích zdravé sliznice 
v dolním kompartmentu krypt. Lze předpokládat, že apoptotická aktivita v této části krypt může 
být mechanismem přispívajícím k udržení stability genetické informace u množících se 
kmenových buněk a progenitorů (196, 197). Horní část krypt je kompartment, ve kterém buňky 
podléhají diferenciaci (198). Mitotická i apoptotická aktivita zde klesly k nulovým hodnotám. 
Opětovný nárůst množství apoptotických buněk byl poté pozorován v povrchovém 
kompartmentu, ze kterého jsou buňky ze střevní sliznice odstraňovány v rámci své přirozené 
obnovy. 
Stanovením proliferace a apoptózy se u adenomů asociovaných s familiární adenomatózní 
polypózou zabývali Sträter et al. Ti v roce 1995 identifikovali výrazně zvýšenou proliferaci 
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(hodnocenou pomocí Ki-67 indexu) a apoptózu (detekovanou pomocí TUNEL reakce – 
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick and labelling) epiteliálních buněk 
v neoplasticky změněných adenomech. Dále dokumentovali abnormální distribuci 
proliferujících buněk a apoptotických dějů: proliferující buňky byly nejčastěji přítomny při 
povrchu krypt, v blízkosti lumen. Apoptotické děje byly nejčastěji lokalizovány v oblasti na 
přechodu dolní a horní části krypt (187).  
Weiss at al. stanovovali míru proliferace a apoptózy epiteliálních buněk rovněž u pacientů 
s familiární adenomatózní polypózou, konkrétně v jejich sliznici kolorekta, tubulárních a 
tubovilózních adenomech. Potvrdili, že ve zdravé sliznici je přítomna rovnováha mezi 
proliferací a apoptózou buněk. U tubulárního i tubovilózního adenomu identifikovali 
signifikantně zvýšenou proliferaci; míru apoptózy dokumentovali u tubulárního adenomu jako 
nezměněnou a u tubovilózního (pokročilého) adenomu jako sníženou (188).  
Naše studie prokázala, že při transformaci zdravé sliznice kolorekta v nepokročilý adenom 
došlo k signifikantnímu zvýšení mitotické aktivity v dolní a horní část krypt. Signifikantní 
zvýšení apoptotické aktivity bylo na rozdíl od Weissovy studie (188) u nepokročilého adenomu 
pozorováno, a to ve všech třech hodnocených kompartmentech. Míra apoptotické aktivity se 
signifikantně nezměnila při další progresi nepokročilého adenomu v pokročilý adenom; 
mitotická aktivita se však dále signifikantně zvýšila v oblasti horní části krypt a povrchovém 
kompartmentu. Vzhledem k obdobným trendům signifikantního zvýšení apoptotické a 
mitotické aktivity u nepokročilé a pokročilé kolorektální neoplázie ve srovnání s kontrolami lze 
předpokládat, že tyto děje mají společné spouštěče, včetně alterací genetických (Kapitola 1.3.). 
Velmi zajímavou skutečností je přítomnost nezměněné mitotické aktivity u nepokročilého 
adenomu v povrchovém kompartmentu, což je známkou zachování terminální diferenciace přes 
změněnou morfologii v tomto kompartmentu, a je tak v souladu s literaturou (199). Naproti 
tomu transformace nepokročilého adenomu v pokročilý adenom vede k signifikantnímu 
zvýšení mitotické aktivity v horní části krypt a povrchovém kompartmentu, což vylučuje 
možnost kompletní a fyziologické diferenciace epiteliálních buněk.   
Alterací proliferace a mitózy u sporadických kolorektálních neoplázií včetně adenokarcinomu 
se zabývali Kikuchi et al., kteří publikovali svou studii na toto téma v roce 1997: 
dokumentovali, že u adenomů (skupina zahrnující adenomy různého stupně dysplazie) dochází 
ke zvýšené proliferaci; proliferace pak dosahuje maxima ve vzorcích adenokarcinomů. 
Identifikovali zvýšenou apoptózu ve skupině adenomů, ve skupině adenokarcinomů však 
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následně docházelo k poklesu míry apoptózy (189). Podobně i Leiszter potvrdil, že mitotický 
index je u sporadického kolorektálního adenokarcinomu signifikantně vyšší a apoptototický 
index signifikantně nižší ve srovnání se zdravou sliznicí kolorekta (126). V naší studii byl 
poslední krok sekvence adenom-karcinom spojen se signifikantním snížením apoptotické 
aktivity ve všech hodnocených kompartmentech, přičemž mitotické aktivita zůstala nezměněna. 
K progresi karcinomu tak jistě může přispívat produkce „inkompetentních“ buněk, které navíc 
nejsou dostatečně a správně eliminovány. Výsledky morfologických nálezů u nepokročilého 
adenomu, pokročilého adenomu a kolorektálního karcinomu dobře korelovaly 
s imunohistochemickými výsledky aktivované kaspázy-3 v horní části krypt. 
Skutečnost, že při transformaci pokročilého adenomu v karcinom dojde k nežádoucímu 
signifikantnímu poklesu apoptózy, je jistě dána komplexním působením mnoha faktorů. Mimo 
jiné lze předpokládat stěžejní zapojení anti-apoptoticky působících inhibitorů proteinů 
apoptózy. Hernandez et al. zkoumali expresi survivinu ve tkáni kolorektálního adenomu a 
karcinomu: závěry jeho práce ukazují, že během sekvence vývoje normální sliznice kolorekta 
– adenom – karcinom dochází ke zvyšování exprese survivinu. Další výsledky této práce 
ukazují, že exprese survivinu je při srovnání s normální sliznicí tlustého střeva signifikantně 
zvýšená nejen ve tkání primárního kolorektálního karcinomu, ale i v metastatické tkáni 
kolorektálního karcinomu (v jaterních metastázách, lymfatických uzlinách a plicních 
metastázách). Dále exprese surivivinu korelovala s narůstající dediferenciací (gradingem) 
karcinomu. Tato zjištění podporují možnosti využití surivinu jako potenciálního terapeutického 
cíle. Jeho léčebné využití pro onemocnění v oblasti kolorekta jsou navíc žádoucí i proto, že 
survivin se v epiteliálních buňkách tlustého střeva dospělého člověka vyskytuje v minimálním 
množství ve srovnání s tkání nádorovou (156). 
Butyrát (podrobně Kapitola 1.6.6.), mastná kyselina s krátkým řetězcem, produkovaná střevním 
mikrobiomem z dietní vlákniny, je nejznámnějším inhibitorem histon deacetylázy (174, 200). 
Butyrát je preferovaným zdrojem energie pro zdravé epiteliální buňky tlustého střeva (201), 
přesto vzhledem ke své rozdílné koncentraci působí na epiteliální cylindrické buňky různě: 
nízké koncentrace butyrátu, typické pro bazi krypt, jsou rychle metabolizovány a stimulují 
proliferaci buněk. Vyšší koncentrace butyrátu, přítomné v povrchovém kompartmentu, 
převyšují metabolickou kapacitu epiteliálních buněk. Dochází tak k akumulaci butyrátu v jádře 
buňky, kde přebírá funkci inhibitoru histon deacetylázy  a indukuje apoptózu (171). 
Předpoklady působení butyrátu na mitotické a apoptotické děje v epiteliálních buňkách 
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uspořádaných v dolní části krypt a superficiálním kompartmentu ve vzorcích zdravé sliznice 
byly v naší studii potvrzeny.  
Vzhledem k Warburgově efektu preferují buňky kolorektální neoplázie jako zdroj energie 
glukózu. Dochází tak snadno k akumulaci butyrátu v jádrech buněk neoplázie, kde opět 
indukuje apoptózu cestou inhibice histon deacetylázy (171). Naše studie potvrdila signifikantně 
vyšší apoptózu ve vzorcích nepokročilých i pokročilých adenomů ve srovnání se vzorky 
kontrolními, což naplňuje předpoklady Warburgova efektu. Chemopreventivní strategie vzniku 
kolorektálního karcinomu zahrnující užívání vlákniny a mikrobiot produkujících butyrát se zdá 
být ideální volbou z následujících důvodů: butyrát, jakožto inhibitor histon deacetylázy, je 
produkován výlučně v tlustém střevě, tím je vyloučena jeho systémová degradace. Dále je 
butyrát fyziologicky metabolizován normálními buňkami tlustého střeva a cíleně tumor-
supresorově působí na buňky kolorektální neoplázie (171).    
Signifikantní pokles apoptotické aktivity ve stádiu kolorektálního karcinomu ve srovnání 
s pokročilým kolorektálním adenomem je sice v souladu s předchozími studiemi (126, 189), 
avšak předpoklady Warburgova efektu naplněny nebyly. Vysvětlení jsou vícečetná, kromě 
jiného za poklesem apoptotické aktivity asociované s transformací pokročilého kolorektálního 
adenomu v karcinom stojí anti-apoptoticky působící proteiny včetně survivinu, avšak i další 
„záchranné“ dráhy – například AKT, JAK/STAT a ERK, které jsou indukovány mitogeny 
secernovanými apoptotickými tělísky (166). Efektivním komplexním přístupem k terapii 
kolorektálního karcinomu by tak mohlo/mělo být kombinované použití apoptózu-indukujících 
léčiv (inhibitory histon deacetylázy, např. butyrát) spolu s agens, které suprimují všechny 
kompenzatorní „záchranné dráhy“ aktivované během procesu apoptózy a léčiva inhibující 
expresi survivinu.  
Mezi léčiva ovlivňující expresi survivinu patří inhibitory izoenzymu cyklooxygenázy-2, 
inducibilního produktu genu COX-2. COX-2 je zvýšeně exprimován v kolorektálních 
neopláziích (117) a účastní se vzniku prostaglandinů včetně prostaglandinu E2, který je mimo 
jiné důležitým mediátorem karcinogenních procesů (114-116). Celecoxib, inhibitor 
cyklooxygenázy-2, působí anti-apoptoticky snížením exprese inhibitoru proteinu apoptózy, 
survivinu, v nádorové tkáni kolorekta (162, 202), a působí antagonisticky vůči anti-apoptoticky 
působícímu proteinu Mcl-1. Inhibitory cyklooxygenázy-2 měly doposud místo v prevenci 
vývoje neoplázií kolorekta u pacientů s familiární adenomatózní polypózou, avšak vzhledem 
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ke kardiovaskulární toxicitě některých zástupců COX-2 inhibitorů je nutné hledat další léčiva 
s potenciálem příznivého ovlivnění apoptózy, avšak s nižšími nežádoucími účinky (202). 
Preparáty 5-aminosalicylové kyseliny se u nemocných s idiopatickými střevními záněty 
používají především pro svůj protizánětlivý efekt. Tato léčiva se však v současné době 
používají i jako chemopreventivní agens, neboť jsou schopna příznivě ovlivňovat mitózu a 
apoptózu epiteliálních buněk kolorekta (130). Studie provedená Eadenem et al. prokázala, že 
riziko kolorektálního karcinomu u pacientů s ulcerózní kolitidou může být sníženo pravidelnou 
terapií 5-aminosalicylové kyseliny (203). Urbanová et al. ve své studii mimo jiné pozorovala, 
že 5-aminosalicylová kyselina suprimuje expresi BCL-3 v buňkách kolorektálního karcinomu, 
což vede ke snížení inhibice aktivace apoptózy regulované BCL-3 (190).  
Koliciny, působky produkované gramnegativními bakteriemi v tlustém střevě, se vyznačují 
účinky anti-bakteriálními, probiotickými a pro-apoptotickými (95, 204). Asociaci produkce 
kolicinů s kolorektálními neopláziemi jsme zkoumali v našich předchozích studiích. 
Dokumentovali jsme signifikantně vyšší produkci kolicinů u pacientů s pokročilou kolorektální 
neoplázií ve srovnání s neoplázií nepokročilou. Dále jsme však potvrdili signifikantně vyšší 
produkci pro-apoptoticky působících kolicinů u pacientů s kolorektálním karcinomem ve 
srovnání s pacienty s kolorektálním adenomem (24), což neodpovídá míře apoptózy u 
kolorektálního karcinomu (ve srovnání s adenomem) v naší současné studii. Proto je tedy opět 
nevyhnutelně nutné akceptovat komplexnost řízení mitotických a apoptotických dějů včetně 
uplatnění se inhibitorů proteinů apoptózy a mitogenů uvolněných z apoptotických tělísek, 
aktivujících „záchranné signální dráhy“ při transformaci pokročilého kolorektálního adenomu 
v karcinom.  
Z naší studie vyplynul důležitý závěr pro klinickou praxi: mitotická a apoptotická aktivita se 
při srovnání vzorků odebraných ze zdravé sliznice pacientů s kolorektální patologií se vzorky 
zdravých kontrol nelišila. Tím jsme dokumentovali, že alterace proliferace a apoptózy je 
lokalizovaná pouze do oblasti kolorektální neoplázie. Proto v případě, že nejde o kolorektální 
neoplázii asociovanou s idiopatickým střevním zánětem (ulcerózní kolitidou), je adekvátní 
odstranění samotné neoplázie (endoskopické nebo chirurgické) dostačující, a kolektomie není 
indikovaná.  
Neprokázali jsme signifikantní rozdíly v mitotické a apoptotické aktivitě mezi neopláziemi 
lokalizovanými v pravé (cékum, c. ascendens, c. transversum) a levé (c. descendens, c. 
sigmoideum, rektum) části tračníku. Výsledky však hodnotíme s rezervou, neboť se jedná o 
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malé podskupiny jedinců: pravostrannou neoplázii mělo 8/18 pacientů s nepokročilým 
adenomem, 4/13 jedinců s pokročilým adenomem a 4/13 nemocných s kolorektálním 
karcinomem. 
V současné době je přítomnost deregulace mitózy a apoptózy při iniciaci a progresi maligních 
onemocnění včetně kolorektálního karcinomu nezpochybnitelná. Proto především v posledním 
desetiletí bylo ve výzkumu vyvinuto mnoho úsilí jak proliferaci a apoptózu neoplastických 
buněk ovlivňovat, a terapeutické strategie zahrnující inhibici mitózy a indukci apoptózy se staly 
a stávají efektivní součástí léčby maligních onemocnění, včetně léčby kolorektálního 
karcinomu (133, 134, 205-207).  
V roce 2000 byl v České Republice do praxe zaveden populační screening kolorektálního 
karcinomu, který se jeví být podle posledních dostupných statistik úspěšným (2, 208-210). 
Přesto se domíváme, že aplikace poznatků vyplývajících z naší studie, konkrétně možnost 
ovlivnění mitózy a apoptózy již na úrovni pokročilého kolorektálního adenomu 
a kolorektálního karcinomu v jeho časném stádiu, se jeví pro klinickou praxi jako mimořádně 











• Zavedli jsme metodiku a stanovili jsme míru mitózy a apoptózy epiteliálních buněk 
sliznice tlustého střeva u pacientů s nepokročilým a pokročilým kolorektálním 
adenomem, kolorektálním karcinomem a u osob s normálním koloskopickým nálezem 
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(s negativní osobní anamnézou kolorektální neoplázie a idiopatického střevního 
zánětu). 
• Potvrdili jsme, že míra mitotické a apoptotické aktivity v jednotlivých kompartmentech 
kolorektální neoplázie závisí na histologickém profilu patologie. Při transformaci 
zdravé sliznice v nepokročilý adenom došlo k signifikantnímu zvýšení apoptotické 
aktivity ve všech kompartmentech a k signifikantnímu zvýšení mitotické aktivity 
v oblasti dolní a horní části krypt. Při přeměně nepokročilého kolorektálního adenomu 
v pokročilý adenom nedošlo k další signifikantní změně v apoptotické aktivitě, avšak 
bylo pozorováno signifikantní navýšení mitotické aktivity v oblasti horní části krypt a 
v superficiálním kompartmentu. Při transformaci pokročilého kolorektálního adenomu 
v karcinom byl dokumentován signifikantní pokles v apoptotické aktivitě ve všech 
hodnocených kompartmentech.  
• Dokumentovali jsme, že úroveň mitotické a apoptotické aktivity epiteliálních buněk 
zdravé sliznice u pacientů s nálezem kolorektální patologie nebyla odlišná při srovnání 
s mitotickou a apoptotickou aktivitou sliznice kolorekta jedinců z kontrolní skupiny. 
Tento poznatek má důležité konsekvence pro klinickou praxi. 
• Prokázali jsme, že lokalizace kolorektální neoplázie neměla vliv na míru mitózy a 
apoptózy epiteliálních buněk v oblasti patologie.   
• Domníváme se, že vzhledem k jasně definovaným změnám v mitotické a apoptotické 
aktivitě epiteliálních buněk v oblasti kolorektální neoplázie v jednotlivých stádiích, tedy 
u nepokročilého kolorektálního adenomu, pokročilého kolorektálního adenomu a 
kolorektálního karcinomu, by bylo možné získané poznatky aplikovat do klinické praxe 
s cílem zpomalit a/nebo zamezit definitivnímu vývoji kolorektálního karcinomu. Za 
optimální bychom považovali možnost komplexního ovlivnění míry mitotické a 
apoptotické aktivity při transformaci pokročilého kolorektálního adenomu v karcinom.  
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